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НАУЧНЫЙ ЖУРНАЛ

РАСТИТЕЛЬНЫЙ МИР АЗИАТСКОЙ РОССИИ

В настоящее время проблема сохранения биоло-
гического разнообразия становится все более акту-
альной. Интенсивность воздействия человека на при-
роду носит глобальный характер и приводит к исчез-
новению множества видов.

К числу редких, нуждающихся в охране видов от-
носится астрагал шелковисто-седой – Astragalus seri-
ceocanus Gontsch. (рис. 1). 

Эндемичный вид с узколокальным распростра-
нением по северному и восточному побережью 
оз. Байкал, A. sericeocanus относится к числу плейсто-
ценовых степных реликтов (Редкие и исчезающие…, 
1980; Малышев; Пешкова, 1984).

Вид внесен в Красную книгу Республики Бурятия 
(Алексеева, Бойков, 2002). Встречается близ Байка-
ла – между с. Гремячинск и р. Турка и на о. Ярки в ус-

тье р. Верхняя Ангара, в прибойной полосе Байкала, 
а также в котловинах выдувания, где обитает на от-
крытых участках прибрежных песков. Произрастает 
на ограниченной территории в изолированных мес-
тах нахождения. Большинство известных популяций 
находится на северном побережье оз. Байкал, популя-
ция Турка, расположенная на восточном побережье, 
удалена от основной части ареала на 300 км (рис. 2). 

Популяция A. sericeocanus, расположенная близ 
пос. Турка, находится под охраной в Забайкальском 
национальном парке. Однако в последние годы на 
данной территории идет активное развитие турист-
ско-рекреационной зоны “Байкальская гавань”, в свя-
зи с чем антропогенная нагрузка в местах произраста-
ния A. sericeocanus увеличивается с каждым годом 
(Тулохонов, 2009). Часть популяций на северном по-
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Inter-simple sequence repeats (ISSR) markers of genomic DNA were used to assess the genetic diversity in six popu-
lations of Astragalus sericeocanus – rare endemic species to the shore of Lake Baikal. Five primers amplifi ed 91 bands 
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бережье охраняется на территории Верхнеангарского 
заказника.

Этот вид астрагала произрастает в экстремаль-
ных местах обитания и поэтому любое антропогенное 
воздействие может приводить к резкому сокращению 
численности популяции и ставить под угрозу ее даль-
нейшее выживание. A. sericeocanus – вид с перекрест-
ным типом опыления и размножается исключительно 
семенным путем. Завязываемость семян в разные 
годы сильно изменяется и зависит от погодных усло-
вий (Санданов и др., 2014). Так, растения в популяции 
Турка в 2008 г. в среднем формировали 938 семян на 
особь, в 2009 г. – 489 семян, а в 2012 г. – 2168 семян на 
особь. Часто семена бывают плохо выполнены и силь-
но повреждены насекомыми (доля полноценных се-
мян в популяции Турка в годы наблюдений варьиро-
вала в пределах 9–22 %).

Изучение генетического разнообразия играет 
важную роль для сохранения биологических видов. 
Международный союз охраны природы и природных 
ресурсов (МСОП) признал важность исследования 
генетической составляющей при планировании и 
проведении природоохранных мероприятий наряду с 
изучением видового разнообразия и разнообразия 
экологических систем (Frankel, 1974). 

Для разработки стратегии охраны редких видов 
растений необходимо иметь максимально полную 
информацию об уровнях генетической изменчивос-
ти и генетической дифференциации популяций дан-

Рис. 1. Astragalus sericeocanus – Астрагал шелковисто-седой.

Рис. 2. Распространение Astragalus sericeocanus на побе-
режье оз. Байкал:
1–6 – местонахождения Astragalus sericeocanus.
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ных видов. Это важно, в первую очередь, для выяв-
ления центров наибольшего генетического разнооб-
разия у изучаемых видов. 

С целью изучения генетического разнообразия 
редких видов для их охраны в последнее время до-
статочно широко используются молекулярные ме-
тоды.

Метод ISSR-маркирования широко применяется 
в популяционных и таксономических исследованиях, 
так как ISSR-маркеры обладают большой вариабель-
ностью (Gupta et al., 1994; Nybom, 2004). Данный ме-
тод хорошо воспроизводим, менее трудоемкий и бо-
лее простой в исполнении по сравнению с другими 
методами изучения полиморфизма ДНК (Harris, 
1999). Метод изучения межмикросателлитных мар-

керов (ISSR-метод) позволяет обнаруживать большее 
число полиморфных локусов, чем это возможно дру-
гими методами (Esselman et al., 1999). ISSR-маркеры 
относятся к маркерам доминантного типа наследо-
вания, они дешевы в использовании, не требуют 
 предварительных данных о последовательности ДНК 
и вместе с тем дают более воспроизводимые резуль-
таты, чем RAPD-маркеры (Wolfe et al., 1998).

В связи с этим актуально изучение генетической 
изменчивости и генетической дифференциации по-
пуляций A. sericeocanus. 

Цель настоящей работы – изучить генетическую 
дифференциацию редкого эндемичного вида A. seri-
ceocanus методом анализа межмикросателлитных 
участков геномной ДНК (ISSR).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Нами изучены выборки растений в шести из се-

ми известных природных популяций A. sericeocanus: 
одна популяция с восточного побережья, остальные – 
с северного. 

Восточное побережье оз. Байкал
Популяция Турка. Бурятия, Прибайкальский 

район, окрестности с. Турка, урочище Пески. Внеш-
ний борт котла выдувания, разнотравно-остролодоч-
никовая ассоциация.

Северное побережье оз. Байкал
Популяция Ярки 1. Бурятия, Северобайкаль-

ский район, окрестности пос. Нижнеангарск, запад-
ная оконечность о. Ярки, разнотравно-хвощовая ас-
социация.

Популяция Ярки 2. Бурятия, Северобайкаль-
ский район, окрестности пос. Нижнеангарск, восточ-
ная оконечность о. Ярки, ржаноколосняковая ассо-
циация.

Популяция Миллионный. Бурятия, Северобай-
кальский район, окрестности пос. Нижнеангарск, за-
падная оконечность о. Миллионный, ржаноколосня-
ковая ассоциация. 

Популяция Дагары 1. Бурятия, Северобайкаль-
ский район, окрестности пос. Нижнеангарск, урочи-
ще Дагарская губа, недалеко от кордона Верхнеан-
гарского заказника, разнотравно-астрагаловая ассо-
циация.

Популяция Дагары 2. Бурятия, Северобайкаль-
ский район, окрестности пос. Нижнеангарск, урочи-
ще Дагарская губа, разнотравно-астрагаловая ассо-
циация.

Анализировали от 6 до 8 образцов из каждой по-
пуляции. ДНК выделяли из 7–9 мг растительной тка-
ни высушенных проростков с помощью СТАВ-ме-
тода (Doyle J.J., Doyle J.L., 1987) с некоторыми моди-
фикациями. В процессе работы выяснилось, что в 
качестве материала для выделения ДНК астрагала 
шелковисто-седого можно использовать зеленые лис-
тья растений любой фазы развития. Но наиболее при-
годным материалом оказались 5–7-дневные пророст-

ки, так как их можно вырастить в лабораторных ус-
ловиях в любое время года. К тому же выделенная из 
проростков ДНК содержит меньшее количество при-
месей.

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) проводи-
ли в амплификаторе С1000 Thermal Cycler (BioRad 
Laboratories, USA) по следующему протоколу: пер-
вичная денатурация ДНК 1.30 мин при 94 °С; 35 цик-
лов амплификации, включающих денатурацию ДНК 
при 94 °С – 0.40 мин, отжиг праймера при 41–54 °С – 
0.45 мин и элонгацию цепи при 72 °С – 1.30 мин; за-
ключительный этап при 72 °С – 5 мин. Для амплифи-
кации готовили смесь ПЦР-реактивов, содержащих 
около 50 нг матрицы и 1.5 ед. Taq-полимеразы (Меди-
ген, Россия). 

Для амплификации использовали 21 праймер. 
Для оценки чистоты амплификационной смеси при-
меняли отрицательный контроль, контрольная проба 
содержала полную амплификационную смесь, но без 
добавления ДНК. В качестве внешней группы исполь-
зовали Gueldenstaedtia monophylla.

Продукты амплификации разделяли при помощи 
электрофореза в 1%-м агарозном геле в 1×ТВЕ буфе-
ре. В качестве красителя использовали CYBR-Green, 
который добавляли непосредственно в каждый обра-
зец перед нанесением на гель. Гели фотографировали 
в УФ-излучении (Bio-Rad GelDoc XR+). 

На основе электрофореграмм были построены 
бинарные матрицы, где каждый ампликон рассматри-
вался как маркер и отмечалось его наличие (1) или 
отсутствие (0). Ампликоны, которые показали сход-
ную подвижность в геле, считали гомологичными, 
как это обычно делается в исследованиях с использо-
ванием методов RAPD и ISSR (O’Hanlon, Peakall, 2000). 
Следуя рекомендациям (Rossello et al., 2002), мы не 
принимали во внимание интенсивность окраски амп-
ликонов. ДНК-фрагменты демонстрировали различ-
ную интенсивность свечения, но в нашей работе мы 
учитывали только четкие, хорошо различимые амп-
ликоны. 



6

Мерой сходства между образцами была выбрана 
величина дистанции (Nei, Li, 1979):

D = 2Nab/Na + Nb,

где Na и Nb – число амплифицированных фрагментов 
у образцов a и b; Nab – число совпадающих по элект-

рофоретической подвижности фрагментов у образ-
цов a и b.

Кластерный анализ данных был выполнен ме-
тодом UPGMA с помощью программы TreeCon 3.1. 
Значения бутстреп рассчитывали для 1000 по-
второв.

РЕЗУЛЬТАТЫ
При проведении ПЦР-реакции с геномной 

ДНК A. sericeocanus нами был испытан 21 праймер, 
раз личающийся по нуклеотидной последователь-
ности. Из числа изученных праймеров с 17 была по-
лучена амплификация и только 14 праймеров ока-
зались наиболее эффективными для изучения ге-
нотипичес кого разнообразия A. sericeocanus. Эти 
праймеры  про дуцировали множественные четкие и 
хорошо воспроизводимые ампликоны, вследствие 
чего и бы ли выбраны для дальнейшего генетического 
анали за. Межпопуляционные отличия наилучшим 
образом выявлялись с помощью пяти маркеров 
(табл. 1). 

При амплификации ДНК с использованием пяти 
праймеров был получен 91 фрагмент ДНК (амплико-
нов), из которых 86 полиморфны. Доля полиморфных 
локусов по всем праймерам составила 94.1 % для вида. 
Число фрагментов, полученных при амплификации 
ДНК растений из шести изученных популяций с каж-
дым из использованных праймеров, варьировало от 
14 (814, 99А) до 25 (М10). Среднее число ампликонов 
на праймер составило 18.2, среднее число полиморф-
ных ампликонов – 17.2. 

Мерой сходства между популяциями выбрана ве-
личина дистанции Nei (D). Значения коэффициента 
сходства между всеми изученными популяциями из-
менялись от 0 до 0.909 (табл. 2). Наименьшие значе-
ния генетического сходства свойственны популяции 
Турка. Коэффициент сходства между данной популя-
цией и всеми остальными популяциями по различ-
ным праймерам варьировал от 0 до 0.333. В данном 
случае наибольшие отличия продемонстрировал прай-
мер 99А – коэффициент сходства D составил от 0.166 
(Турка–Милионный) до 0.333 (Турка–Ярки 1), по со-
вокупности всех пяти праймеров от 0.129 до 0.178 
(в среднем 0.145)

Наибольшее генетическое сходство обнаружено 
между популяциями Ярки 1 и Ярки 2, значение коэф-
фициента сходства составило от 0.750 (М1) до 1.00 
(М10) и в среднем D = 0.851. Популяция Миллионный 
имеет значительное сходство с популяцией Ярки 2 – 
от D = 0.666 (М1, HB11) до 0.909 (99А, М10), в среднем 
по пяти праймерам D = 0.790 и немного меньшее 
сходство с популяцией Ярки 1 – от D = 0.500 (M1) до 
D = 0.909 (99A, M10), в среднем по пяти праймерам 
D = 0.747.

Таблица 1
Характеристика праймеров, использованных
в ISSR-PCR для изучения межпопуляционной

дифференциации

Мар-
кер

Последователь-
ность (5′–>3′)

tотж, 
°С

Количество 
амп. 

фраг ментов

Кол-во
пол.

фраг ментов
Р, %

814 (CT)7 CTT–<G> 51 14 13 92.9
99А (CA)6 A–<G> 47 14 13 92.9
НВ11 (GT)6 C–<C> 50 16 15 93.7
М1 (AC)8 C–<G> 56 22 21 95.5
М10 (CA)6 R–<G> 42 25 24 96.0

Таблица 2
Генетическая дистанция Nei между популяциями 

A. sericeocanus на основе пяти праймеров,
демонстрирующих максимальную

межпопуляционную дифференциацию
Популя-

ция Турка Дагары 1 Дагары 2 Ярки 1 Ярки 2 Милли-
онный

Турка 0.137 0.178 0.153 0.129 0.130
Дагары 1 0.777 0.558 0.550 0.465
Дагары 2 0.503 0.423 0.493
Ярки 1 0.851 0.747
Ярки 2 0.790

Рис. 3. UPGMA-дендрограмма, построенная на основе матрицы генетических значений коэффициента (Nei, Li, 1972) меж-
ду шестью популяциями A. sericeocanus.
Цифрами обозначена величина бутстреп-поддержки (%).
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Между популяциями Дагары 1 и Дагары 2 ко-
эффициент сходства составил от 0.545 (М1) до 1.00 
(99А), среднее значение этого коэффициента по пяти 
праймерам D = 0.777. Высокие значения D указыва-
ют на близкое генетическое родство данных популя-
ций. Группа популяций Ярки 1, Ярки 2 и Миллион-
ный с группой популяций Дагары 1–Дагары 2 дис-
танци рованы географически, коэффициент сходства 

меж ду ними по всем праймерам составляет D = 
= 0.423–0.558.

Данные UPGMA-дендрограммы наглядно демон-
стрируют значительную генетическую дифференциа-
цию популяции Турка (с бутстреп-поддержкой 100 %) 
от популяций в основной части ареала (рис. 3). 

Также показывают высокую степень сходства по-
пуляции Ярки 1 и Ярки 2 и близость к ним популяции 
Миллионный, Дагары 1 и Дагары 2.

ОБСУЖДЕНИЕ
Генетическая дифференциация растительных по-

пуляций отражает взаимодействие долговременной 
эволюционной истории вида (т. е. изменение ареала, 
фрагментация мест обитания и изоляция популяций) 
с генетическими процессами, протекающими в нем, 
такими как мутации, генетический дрейф, поток ге-
нов и отбор (Schaal et al., 1998). 

Различные виды растений значительно различа-
ются по структуре распределения генетического раз-
нообразия между популяциями. Географическое по-
ложение, экологические условия, сокращение мест 
обитания и их фрагментация являются факторами, 
действие которых способно повышать популяцион-
ную дифференциацию у видов с ограниченным рас-
пространением (Travis et al., 1996).

Наиболее удаленной от основной (центральной) 
части ареала является популяция в Турке, располо-
женная в восточной части ареала A. sericeocanus. 
Сильная генетическая дифференциация, выявленная 
нами между популяциями основной части ареала, с 
одной стороны, и популяцией Турка – с другой, есть, 
по нашему мнению, результат долговременной гео-
графической изоляции этой популяции на восточном 
побережье оз. Байкал в отличающихся экологических 
условиях. 

Немногочисленная популяция на о. Миллионный 
находится в изоляции в течение последних 50–60 лет. 
Она была изолирована от других популяций о. Ярки в 
результате повышения уровня воды в оз. Байкал, ко-
торое произошло после строительства ГЭС на р. Ан-
гаре. Несмотря на то что популяция Миллионный 
находилась в изоляции в течение 50 лет, значительной 

генетической дифференциации между ней и попу-
ляциями Ярки 1 и Ярки 2, с которыми в прошлом 
она составляла единую популяцию, не обнаружено. 
Сходство двух пар популяций (Дагары 1–Дагары 2 и 
Ярки 1–Ярки 2) связано с тем, что они расположены 
недалеко друг от друга и, вероятно, обладают общим 
генофондом. 

Su et al. (2003) выявили значительную генетичес-
кую дифференциацию между субпопуляциями неко-
торых многолетних перекрестноопыляемых таксонов 
только после 600 лет изоляции. Эти данные согласу-
ются с полученными нами результатами, выявивши-
ми максимальную генетическую подразделенность 
между основной группой популяций и популяцией из 
Турки, изолированной от остальных в течение дли-
тельного времени.

Полученные данные указывают на существен-
ную дифференциацию между изолированными и 
 географически удаленными популяциями, средняя 
степень сходства между парами популяций состави-
ла 0.459. Полученная нами характеристика популя-
ционно-генетической подразделенности A. sericeo-
canus имеет важное значение для разработки стра-
тегии охраны данного вида. Принимая во внимание 
высокий уровень генетической дифференциации 
 популяций A. sericeocanus, приоритетным должно 
быть сохранение всех существующих популяций 
in situ. Выявленная высокая степень дивергенции 
 популяций A. sericeocanus должна учитываться при 
создании генетического банка и при проведении 
 работ по интродукции и реинтродукции данного 
вида. 
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